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Ⅰ 要約 
 大腸癌等の悪性腫瘍では、癌細胞の増殖・腫瘍進展のために嫌気性解糖が亢進して
いる。HK2（Hexikinase 2）は解糖系の律速酵素であり、細胞のエネルギー供給におい
て重要な役割を担っている。近年になり、HK2 は様々な悪性腫瘍で高発現していると
報告されているが、大腸癌における HK2 発現の臨床病理学的意義は未だに不明であ
り、生物学的機能も十分に解明されていない。本研究では大腸癌手術検体を用いた免
疫組織化学により HK2 発現の意義を検討し、さらに大腸癌細胞株を用いて HK2 の発
現抑制を行い、その機能を解明することを目的とした。大腸癌手術検体 195 例におけ
る HK2 の発現を検討したところ、100 例（51%）で陽性を示した。また HK2 陽性例
は、腫瘍径が有意に大きく（P = 0.017）、深達度 pT3 以深症例（P < 0.001）、肝転移症
例（P = 0.009）、TNM 分類 Stage III-IV 症例（P = 0.007）で有意に多く認められた。ま
た HK2 陽性例は無再発生存期間、全生存期間が有意に短く（無再発生存期間：P < 
0.001、全生存期間：P < 0.001）、独立した予後不良因子であった。続いて、大腸癌細
胞株 HCT8、HT29 において HK2 の発現抑制を行ったところ、有意な乳酸産生の減少、
細胞増殖能の低下、細胞遊走能の低下を認めた。以上の結果より、HK2 が大腸癌にお
ける嫌気性解糖を促進し、大腸癌細胞の増殖・腫瘍進展に関与している事が示された。
HK2 は大腸癌の新規予後不良因子であり、バイオマーカーや治療標的として臨床応用
できる可能性が考えられた。 
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Ⅱ 研究背景 
 大腸癌は全悪性腫瘍の中で米国において 2 番目に死亡数が多く 1)、本邦では死亡数
が男性 3 位、女性 1 位（2013 年）であり、罹患率は男性 4 位、女性 2 位（2011 年）
である 2)。近年ではスクリーニングにより早期癌の発見が増加し 3)、また分子標的薬
の導入や集学的治療の進歩によって大腸癌の死亡数は減少傾向にある 1)。しかしなが
ら依然死亡数は多く、罹患率も高い。本邦の全大腸癌における 5 年生存率は、結腸癌
で 70.1%、直腸癌で 67.5%であり 4)、欧米では早期癌で 90%と比較的良好であるが、
遠隔転移例になると 13%と著しく低下している 5)。またリンパ節転移が陰性の TNM
分類 Stage II 症例においても再発率は約 20%と高く 6)、遠隔転移を有する進行例の制
御、既存のリスク分類で拾い上げられていないハイリスク症例の抽出が、さらなる治
療成績向上の為の課題と考えられる。 
生体内においてエネルギー産生を行う代謝経路は解糖系と称される。細胞内に取り
込まれたグルコースは、解糖系により複数の反応・生成を経てピルビン酸となる。好
気的条件下では、ピルビン酸はミトコンドリア内に取り込まれた後、PDH（pyruvate 
dehydrogenase：ピルビン酸デヒドロキナーゼ複合体）によってアセチル CoA に変換
される。一方嫌気的条件下では、低酸素ストレスによりHIF-1α（hypoxia-inducible factor-
1α：低酸素誘導因子-1α）を介して、嫌気性解糖に関わる複数の遺伝子が転写される。
その結果、PDH が抑制されることや、LDH（Lactate Dehydrogenase：乳酸脱水素酵素）
の活性が上昇することにより、ピルビン酸が乳酸に変換される。がんにおいて、好気
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的条件にも関わらず嫌気性解糖が亢進して起こる乳酸の増加は、ワーバーグ効果と呼
ばれており 7)、HIF-1αや MYC（V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog）
遺伝子の関与、ミトコンドリア機能の抑制によるものと考えられている 8, 9)。 
ヘキソキナーゼは HIF-1α によって誘導される酵素であり、4 つのアイソザイムが
存在する。このうち HK2 （hexokinase 2）は、解糖系の第一段階であるグルコースか
らグルコース 6 リン酸への反応を触媒する酵素であり 10)、正常細胞では細胞質内に存
在し、脂肪組織や骨格筋に比較的多く発現している 11)。一方癌細胞においては、HK2
が他のアイソザイムよりも高発現しており 12)、嫌気性解糖の亢進に関与していること
が報告されている 13)。さらに正常細胞と比較して、HK2 がミトコンドリア外膜に存在
する VDAC（voltage dependent anion channel：電位依存性アニオンチャネル）と強固に
結合していることも報告されている 14)。その為、HK2 はミトコンドリア機能・アポト
ーシスの抑制に関与し、癌の増殖・腫瘍進展を促進していると考えられている 14)。 
胃癌、肝細胞癌、乳癌、卵巣癌、膵癌では手術検体の免疫組織化学で HK2 が癌細胞
に高発現していることが報告されており 15-20)、HK2 の高発現は胃癌、乳癌、膵癌にお
ける予後不良因子であった 15, 16, 20)。また、卵巣癌や喉頭癌の高悪性度症例では HK2
の発現が高く 19, 21)、化学療法抵抗性であった卵巣癌患者で HK2 が有意に高発現して
いた 22)。一方、大腸癌手術検体の癌先進部においては、59%の症例で HK2 が高発現
していたと報告されている 23)。さらに、正常上皮と比較して、大腸癌組織で HK2 の
mRNA 発現が高かったとの報告もある 24)。しかしながら、大腸癌における HK2 の臨
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床病理学的意義は十分に検討されておらず、その生物学的機能も解明されていない。 
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Ⅲ 研究目的 
 HK2 は乳癌、前立腺癌等の様々な悪性腫瘍で高発現していると報告されているが、
大腸癌における発現意義や細胞増殖・腫瘍進展に関与するメカニズムは十分に解明さ
れていない。本研究では大腸癌における HK2 発現の意義を検討し、さらにその機能
を明らかにすることを目的とした。 
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Ⅳ 研究方法 
(1)  臨床検体 
大腸癌手術検体は、2000 年から 2008 年に東北大学病院で手術を施行され、予後が
追跡でき、連続性のある結腸癌 89 例、直腸癌 106 例の 195 例（男性 117 人、女性 78
人）を用いた。術前放射線療法および術前化学療法を施行した症例は除外した。摘出
標本は 10%ホルマリンで固定後、パラフィンに包埋した。症例の平均年齢は 64.5 歳
（25-93 歳）、平均観察期間は 58 か月（1-131 か月）であった。195 例のうち 72 例で
は、術後に 5-FU （5-fluorouracil：フルオロウラシル）系薬剤による補助化学療法を行
っていた。 
本研究は東北大学大学院医学系研究科倫理委員会の承認を得ており（承認番号
2014-328）、全ての症例に対し本研究で使用する旨の同意を得た。 
 
(2)  臨床病理学的因子の検討項目 
HK2 発現と臨床病理学的因子との関連を検討するにあたり、年齢、性別、腫瘍局在、
腫瘍径、組織型、深達度、リンパ節転移の有無、肝転移の有無、進行度分類に関して
検討を行った（表 1）。 
腫瘍局在は直腸と結腸に分けて検討した。腫瘍径は、腫瘍最大径とし、195 例の平
均は 51.4mm であり、50mm 以上と 50mm 未満に分けて検討した。組織型は管状腺癌
である tub1（Well differentiated type：高分化管状腺癌）と tub2（Moderately differentiated 
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type：中分化管状腺癌）、por（Poorly differentiated adenocarcinoma：低分化腺癌）と muc
（Mucinous adenocarcinoma：粘液癌）の 2 群に分けて検討した。また混合型はより悪
性度の高い組織型に分類した。深達度は癌の浸潤が固有筋層までにとどまっている症
例（pTis、pT1、pT2）と固有筋層を超えて浸潤している症例（pT3、pT4）に分けて検
討した 25)。進行度分類は UICC（Union for International Cancer Control：国際対がん連
合）の TNM 分類第 7 版を用い、Stage 0-II 症例と Stage III、IV 症例に分けて検討した
26)。 
 
(3)  免疫組織化学 
ヒト HK2 ラビットモノクローナル抗体は Cell Signaling Technology （Danvers, MA, 
USA）から購入した。薄切標本は部位を考慮せずに 3μm 厚で作成し、ヘマトキシリ
ン・エオジン染色と免疫組織化学を行った。免疫組織化学は、Histofine kit （Nichirei, 
Tokyo, Japan）を用い、streptavidin-biotin amplification 法で行った。キシレンによる脱
パラフィン処理を行った後、エタノールによる水和処理を行った。抗原賦活処理は、
citric acid buffer （2mM citric acid and 9mM trisodium citrate dehydrate, pH6）を用いて、
オートクレーブで 120℃5 分間の加熱処理を行った。一次抗体の希釈倍率は 1/100 と
し、4℃で一晩反応させた。抗原抗体複合体は、DAB（3, 3’-diaminobenzidine）溶液｛1mM 
DAB, 50mM Tris-HCl buffer (pH 7.6) and 0.006% H2O2｝を用いて可視化し、ヘマトキシ
リン染色で対比染色を行った。ポジティブコントロールにはヒト乳癌組織を用いた。
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一次抗体を添加せずに染色を行ったサンプルをネガティブコントロールとした。まず
弱拡大で標本全域を観察し癌組織内の発現様式を確認、その後強拡大で細胞内の HK2
発現の局在を観察した。標本中の全癌細胞領域の 10%以上で HK2 の免疫染色性が認
められた症例を、本研究では HK2 陽性とした 15)。陽性の判定は独立した 2 名で行っ
た。 
 
(4)  細胞株 
American Type Culture Collection（Manassas, VA, USA）から購入し、細胞認証、siRNA
導入効率をすでに確認している大腸癌細胞株 HCT8、HT29 を、本研究に使用した。こ
れらの細胞株は、10%ウシ胎児血清（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）と 1%ペニシ
リン-ストレプトマイシン（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を添加した培地を用いて、
5%CO2存在下 37℃の加湿環境で継代培養した。HCT8はRPMI 1640培地（Invitrogen）、
HT29 は McCoy 5A 培地（Invitrogen）を使用した。 
 
(5)  RNA 干渉 
HK2 特異的 siRNA（siHK2）を Invitrogen から購入した。siRNA の配列は、5’-
UCGCAUCUGCUUGCUUACUUCUUCAd (TT) -3’ (sense) 及 び  5’-
UGAAGAAGUAGGCAAGCAGAUGCGAd (TT) -3’ (anti-sense) であった。ネガティブコ
ントロール（siCTRL）は、 Stealth RNAi Negative Control（Invitrogen）を用いた。6 ウ
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ェルプレートに細胞を 3×105 個となるよう播種し、80% confluent となった状態で
siRNA（10nM）を Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent（Invitrogen）を用いて
導入した。 
 
(6)  qPCR（quantitative polymerase chain reaction：定量ポリメラーゼ連鎖反応） 
大腸癌細胞株 HCT8、HT29 に siRNA を導入し、3 日後に RNeasy Mini Kit（Qiagen, 
Venlo, The Netherlands）を用いて、細胞から total RNA を抽出した。その後、PrimeScript 
II 1st Strand cDNA Synthesis Kit（TAKARA BIO, Kusatsu, Shiga, Japan）を用いて、cDNA
へと逆転写反応を行った。 
 qPCR による mRNA 発現の定量は、Step One Plus Real Time PCR System（Thermo 
Fisher Scientific Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA）と SYBR Premix Ex Taq II (Tli 
RNaseH Plus), ROX plus（TAKARA BIO）を用いて行った。プライマーは  HK2
（ NM_000189.4 ） : forward 5’-ATTGTCCAGTGCATCGCGGA-3’ 、 reverse 5’-
AGGTCAAACTCCTCTCGCCG-3’ 及び、内部標準として GAPDH（glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase: NM_001289745.1）: forward 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-
3’、reverse 5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’ を用いた。反応条件は、95℃30 秒、95℃5
秒、60℃30 秒を 1 サイクルとして 40 サイクル行った。mRNA 量は GAPDH との比で
相対定量し、コントロールとの比を百分率（%）で表した。 
 
13 
 
(7)  ウエスタンブロッティング 
大腸癌細胞株 HCT8、HT29 に siRNA を導入して 3 日後に細胞を回収し、RIPA Buffer
（Thermo Fisher Scientific Pierce Biotechnology）に溶解した。全細胞溶出液を定量し、
20µg のタンパク質を Mini-PROTEAN TGX Precast Gels（Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA, USA）で電気泳動し、PVDF（polyvinylidene difluoride：フッ化ポリビニリデン）
Membrane（Bio-Rad Laboratories）に転写した。一次抗体には、抗 HK2 ラビットモノク
ローナル抗体（Cell Signaling Technology）、抗 GAPDH ラビットモノクローナル抗体
（Cell Signaling Technology）をいずれも 1/1000 に希釈して使用し、4℃で一晩反応さ
せた。二次抗体は、ECL Rabbit IgG Antibody（Cell Signaling Technology）を 1/1000 に
希釈して使用した。抗原抗体複合体は、Clarity Western ECL（Bio-Rad Laboratories）を
用いて検出し、LAS-4000 mini image analyzer（Fuji Photo Film, Tokyo, Japan）にて観察
した。 
 
(8)  乳酸測定試験 
6ウェルプレートに HCT8、HT29を 3×105個/wellとなるように播種し、80% confluent
となった状態で siRNA を導入した。siRNA を導入して 24 時間後に、それぞれ 1×105
個/well となるよう 6 ウェルプレートに播き直した。播き直してから 2 日後の培地内
の乳酸濃度を Lactate Assay Kit II（Biovision San Francisco, USA）を用いて測定し、細
胞数による補正を行った。 
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(9)  細胞増殖試験 
6 ウェルプレートにおいて siRNA を導入し、24 時間後に HCT8、HT29 をそれぞれ、
1×103個/well となるように 96 ウェルプレートに播き直した。播き直してから 24 時間
後を 1 日目とし、Cell Counting Kit-8（Dojindo, Kumamoto, Japan）を用いて細胞数を毎
日評価した。HCT8 は 1 日目から 5 日目まで測定し、HT29 は 1 日目から 6 日目まで
測定した。 
 
(10) 創傷治癒アッセイ 
細胞遊走能の評価には創傷治癒アッセイを用いた。35mm ディッシュにおいて
siRNA を導入し、2 日後に Culture Inserts（Ibidi GmbH, Munich, Germany）内へ HCT8、
HT29 をそれぞれ 5×104個播種した。細胞が confluent となった後、Culture Insert（Ibidi）
を取り除いた。Culture Insert（Ibidi）を取り除いて生じた間隙を光学顕微鏡で同一箇所
（3 か所）観察し、間隙に占める遊走細胞数の割合を NIS Elements software v3.0（Nikon, 
Tokyo, Japan）を用いて測定した 27)。細胞株によって増殖時間に差を認めた為、HCT8
は Culture Insert（Ibidi）を取り除いた後 24 時間観察し、HT29 は 48 時間観察した。 
 
(11) 統計学的解析 
HK2 発現と臨床病理学的因子の検討には、Student の t 検定もしくは χ2検定を用い
15 
 
た。生存率曲線は Kaplan-Meier 法を用いて作成し、log-rank 検定にて有意差を検討し
た。多変量解析には COX の比例ハザードモデルを用いた。in vitro 実験の 2 群間比較
は Student の t 検定で行った。すべての統計学的解析は、JMP11（SAS Institute INnc., 
Cary, NC, USA）を用いて行い P 値が 0.05 未満を統計学的に有意とした。 
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Ⅴ 研究結果 
(1)  ヒト大腸癌手術検体における HK2 の免疫組織化学 
HK2 は 195 例中 100 例（51%）で陽性となり、癌細胞の細胞質にびまん性に発現し
ていた（図 1A-D）。また HK2 発現は、癌組織内で表層から深部にかけて一様に観察
され（図 2）、Hamabe らの報告のように大腸癌先進部で強発現するという所見は認め
なかった。一方大腸正常上皮では、一部に弱く発現している部分が観察されたが、間
質には発現を認めなかった（図 1E）。ポジティブコントロールはヒト乳癌検体を用い、
抗原抗体反応を確認した。また一次抗体を添加せずに反応を行ったサンプルをネガテ
ィブコントロールとし、抗原抗体反応を認めないことを確認した（図 1F）15)。  
大腸癌手術検体における HK2 発現の有無と臨床病理学的因子の関係を表 2 に示し
た。HK2 陽性例は、腫瘍径が有意に大きく（P = 0.017）、深達度 pT3+pT4 症例（P < 
0.001）、肝転移陽性症例（P = 0.009）、Stage III+IV 症例（P = 0.007）で有意に多かっ
た。また por + muc 症例（P = 0.083）とリンパ節転移陽性症例（P = 0.086）においても
HK2 陽性例が多い傾向を認めた。その一方、年齢、性別、腫瘍局在では両群に差を認
めなかった。 
 
(2)  ヒト大腸癌手術検体における HK2 発現と臨床転帰 
手術時に遠隔転移を伴っていた Stage IV 症例を除き、かつ根治切除が施行された
Stage 0-III 症例 166 例を陽性例（89 例）と陰性例（77 例）に分け、無再発生存期間を
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比較検討した。その結果、HK2 陽性例では陰性例に比べ、有意に無再発生存期間が短
かった（P < 0.001）（図 3A）。また全大腸癌症例（Stage0-IV 症例）195 例を HK2 陽性
例（100 例）と陰性例（95 例）に分け、全生存期間についても検討したところ、HK2
陽性例では陰性例に比べ、全生存期間も有意に短い結果であった（P < 0.001）（図 3B）。
さらに、臨床病理学的因子に基づいて症例を抽出して、無再発生存期間・全生存期間
の検討を加えた。その結果進行度が高いと考えられる pT3-4 症例（無再発生存期間：
P = 0.009、全生存期間：P = 0.003）（図 3C）や、リンパ節転移陽性例（無再発生存期
間：P = 0.007、全生存期間：P = 0.009）（図 3D）においても同様の結果が得られた。 
無再発生存期間に対する予後不良因子を検討するために、HK2 発現、年齢（64 歳
以上対 64 歳未満）、性別、腫瘍局在、腫瘍径、組織型、深達度、リンパ節転移、進行
度を用いて単変量解析を行った。その結果、HK2 発現（P < 0.001）、Stage III+IV 症例
（P = 0.002）、リンパ節転移例（P = 0.004）、腫瘍局在（P = 0.042）、深達度（P = 0.048）
が有意な予後不良因子であった。これらの因子を用いて多変量解析を行ったところ、
HK2 発現（P = 0.004）、Stage III+IV 症例（P = 0.002）、腫瘍局在（P = 0.034）が独立し
た予後不良因子であった（表 3）。 
全生存期間に対する単変量解析は、HK2 発現、年齢、性別、腫瘍局在、腫瘍径、組
織型、深達度、リンパ節転移、肝転移、進行度を用いて検討した。その結果、HK2 発
現（P < 0.001）、肝転移例（P < 0.001）、Stage III+IV 症例（P < 0.001）、リンパ節転移
例（P = 0.002）、深達度（P = 0.011）、組織型（P = 0.011）が有意な予後不良因子であ
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り、これらの因子を用いた多変量解析では、HK2 発現（P =0.009）、肝転移例（P=0.037）、
組織型（P = 0.032）が独立した予後不良因子であった（表 4）。 
 
(3)  HK2 特異的 siRNA を用いた発現抑制 
HK2 の生物学的機能を解析する目的で、siHK2 を大腸癌細胞株 HCT8、HT29 に導
入し、HK2 の発現抑制を行った。まず、siRNA による発現抑制効果を確認するために、
siHK2 導入 3 日後に total RNA を抽出し、qPCR により HK2 mRNA 発現量の変化を評
価した。その結果、HCT8 の HK2 mRNA 発現量は、siCTRL を導入した細胞と比較し
て有意に低下していた（P < 0.001）（図 4A 左）。また同時点における HK2 タンパク質
発現をウエスタンブロッティングにより検討したところ、siCTRL と比較して siHK2
導入細胞で低下している事を確認した（図 4B 左）。HT29 においても、同様の HK2 
mRNA・タンパク質発現抑制効果を確認した（P < 0.05）（図 4A 右、図 4B 右）。 
 
(4)  HK2 発現抑制下の乳酸測定試験 
HK2 発現抑制による乳酸産生の変化を、Lactate Assay Kit II（Biovision）を用いて検
討した。大腸癌細胞株 HCT8、HT29 を用いて siRNA 導入 3 日後に培地内の乳酸濃度
を測定したところ、培地内乳酸濃度はコントロールと比較して HK2 発現抑制細胞で
有意に減少していた（HCT8：P < 0.001、HT29：P < 0.001）（図 5）。 
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(5)  HK2 発現抑制下の細胞増殖試験 
HK2 発現抑制による細胞増殖能の変化を、Cell Counting Kit-8（Dojindo）を用いて
検討した。HCT8 では siHK2 導入後 2 日目から 5 日目で siCTRL と比較して有意に細
胞数が少なく、細胞増殖能が低下していた（P < 0.001-P < 0.01：2 日-5 日）（図 6A）。
同様に HT29 を使用した検討でも siHK2 導入後 2 日目から 6 日目で、siCTRL と比較
して有意な細胞増殖能の低下が認められた（P < 0.001-P < 0.01：2 日-6 日）（図 6B）。 
 
(6)  HK2 発現抑制下の創傷治癒アッセイ 
HK2 発現抑制による細胞遊走能の変化を、創傷治癒アッセイにより検討した。HCT8
では Culture Inserts（Ibidi）を取り除いてから 24 時間後まで観察した。その結果、遊
走細胞数は、コントロールと比較して有意に減少していた（P < 0.05）（図 7A）。HT29
を使用した検討では、Culture Inserts（Ibidi）を取り除いてから 48 時間後まで観察した
が、遊走細胞数は同様にコントロールと比較して有意に減少しており（24 時間後：P 
< 0.001、48 時間後：P < 0.01）（図 7B）、HK2 発現抑制が大腸癌細胞株の細胞遊走能を
低下させる結果が得られた。 
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Ⅵ 考察 
HK2 の高発現はこれまで胃癌、肝細胞癌、乳癌、卵巣癌、喉頭癌、膵癌と様々な癌
腫の免疫組織化学で指摘されている 15-22)。さらに大腸癌においては、腫瘍先進部の
59%で HK2 が高発現している事が報告されており、腫瘍染色性の不均一が示されて
いた 23)。本検討の免疫組織化学においても、HK2 は大腸癌手術検体 195 例中 100 例
（51%）で陽性を示した。その一方で、腫瘍に隣接する正常上皮では、一部でわずか
に染色される部分も認められたが、ほぼ陰性であった。これまでに mRNA レベルに
おいて、大腸癌組織の HK2 発現が正常粘膜と比較し有意に上昇していることが報告
されている 24)。これは、大腸正常上皮で発現が認められず、癌組織で発現が高いとい
う本研究と同様の結果であった。前述の報告と、本研究における免疫組織化学の結果
より、HK2 は大腸癌を含む様々な癌組織で高発現しており、癌細胞において重要な機
能を有している可能性が考えられた。 
HK2 の発現は、一般的に低酸素環境下で HIF-1α を介して誘導されている。一方、
癌細胞における HK2 の発現制御機構は、癌遺伝子 MYC の標的遺伝子であるという報
告や 28)、KRAS（V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog）変異大腸癌細胞
株で HK2 が高発現していたという報告がある 29)。また EGFR（epidermal growth factor 
receptor：上皮成長因子受容体）の発現抑制により HK2 の発現が低下し 30)、さらには
Pten（phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10：PIP3 脱リン酸化酵素）
/p53 のノックアウトにより、HK2 の発現上昇が報告されている 31)。以前の大腸癌の
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報告では、腫瘍不均一性が示されているとともに、大腸癌の先進部において低酸素等
の腫瘍環境に依存する HK2 の発現を示唆していたが、本研究の結果では、免疫組織
化学で HK2 の発現が大腸癌の先進部に関わらず腫瘍全体に認められており、低酸素
等の腫瘍環境に依存しない発現制御機構が存在していると思われた。以上より、HK2
は低酸素応答のみならず、多様な癌遺伝子の関与により癌全体に発現している可能性
が考えられる。 
大腸癌手術検体のHK2発現と臨床病理学的因子との関連を検討したところ、HK2陽
性例は有意に腫瘍径が大きく、深達度pT3以深症例、肝転移症例、Stage III-IV症例、リ
ンパ節転移陽性例で有意に多かった。本検討のHK2陽性例で有意に腫瘍径が大きく、
有意に深達度が深い結果は、以前の大腸癌における報告とも一致していた23)。また、
HK2陽性例で肝転移症例、Stage III-IV症例、リンパ節転移陽性例が有意に多い結果は、
胃癌や喉頭癌、卵巣癌でも同様に報告されている16, 19, 21)。さらには、乳癌脳転移検体
の77%にHK2の過剰な発現も認められている32)。これらより、HK2の発現が癌の増殖、
浸潤、転移において重要な役割を担っていると考えられた。 
続いて、大腸癌におけるHK2発現の生物学的意義を明らかにするため、大腸癌細胞
株を用いてHK2発現抑制下で乳酸産生の変化、細胞増殖能・細胞遊走能の変化を検討
した。その結果、HK2の発現抑制により有意な乳酸産生の減少、細胞増殖・細胞遊走
の低下を認めた。他癌では、嫌気性解糖の亢進にHK2が関与している事や、細胞増殖・
浸潤能の獲得にもHK2発現が関わっている事が報告されている33-35)。in vitroの実験で、
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喉頭癌や多形神経膠芽腫では、HK2の発現が細胞増殖に関与しており21, 36)、HK2がミ
トコンドリア外膜上のVDACに結合し、アポトーシスを抑制すると報告されている37)。
大腸癌では、細胞株LoVoにおいてHK2発現抑制下でカスパーゼ3が活性化され38)、細
胞株SW480では、癌の転移初期段階であるEMT（epithelial-mesenchymal transition：上
皮間葉転換）誘導によりHK2活性の上昇が認められた23)。in vivoでは、KRAS変異型肺
癌モデルマウス、ERB2変異型乳癌モデルマウスと、薬剤誘導性にHK2を欠失する遺伝
子改変マウスをそれぞれ交配させ、形成された肺癌、乳癌を解析したところ、HK2の
ノックアウトにより腫瘍の増殖が有意に抑制されていた39)。さらに、薬剤誘導性に
Pten/p53を欠失する遺伝子改変マウスを使用した前立腺癌の検討によると、HK2発現
抑制で有意に糖消費、乳酸産生が減少し、細胞増殖能、腫瘍形成能が低下したと報告
されている31)。本研究結果より、大腸癌においてHK2が嫌気性解糖の亢進を介して、
細胞増殖能や細胞遊走能を促進していることが示され、他癌の報告も踏まえると、
HK2は大腸癌を含む様々な悪性腫瘍の増殖・浸潤に重要な役割を担っていると考えら
れた。 
 本研究では HK2 陽性例で有意に無再発生存期間、全生存期間が短い結果であり、
無再発生存期間、全生存期間いずれにおいても HK2 の発現が、独立した予後不良因
子であった。他癌では、胃癌、乳癌、卵巣癌において HK2 陽性は独立した予後不良因
子であり、肝細胞癌、膵癌では HK2 陽性例で有意に全生存期間が短かった 15-17, 20, 22)。
一方大腸癌では、腫瘍先進部の HK2 陽性例で無再発生存期間が有意に短いと報告さ
23 
 
れているものの、全生存期間やステージ毎の検討では有意差は示されておらず、独立
した予後規定因子ともならない結果であった 23)。本研究結果において先進部に関わら
ず HK2 の発現を認め、また HK2 単独での発現が独立した予後不良因子であったこと
は、大腸癌における新規知見であり、予後予測因子として臨床応用できる可能性があ
ると考えられた。本研究において十分な症例数を検討した結果、HK2 発現が独立した
予後不良因子と成り得たと考えるが、Hamabe らの検討と本研究は、HK2 陽性の定義、
HK2 陽性率が異なっていた。結果的に本研究の HK2 陽性例は強陽性例を反映してい
ると考えられ、その点も研究結果に影響したと思われる。さらに、深達度 pT3 以深症
例、リンパ節転移陽性例と進行度の高い検体においても HK2 陽性例が予後不良であ
った。他癌では卵巣癌や喉頭癌において同様の結果が報告されている 19, 21)。このこと
は、HK2 の発現が既存の予後因子とは別に独立した予後因子であることを裏付ける結
果と考えられた。以上より、HK2 は大腸癌患者において新規予後予測因子となり、現
状では拾い上げられていない予後不良症例の抽出に有効である可能性が考えられた。 
本研究結果から、大腸癌 HK2 陽性症例に対して HK2 標的治療が有用である可能性
が考えられ、その際には HK2 阻害剤である 3BP（3-bromopyruvate）の臨床応用が期待
される。3BP は HK2 を直接阻害し、ATP 産生の抑制や、アポトーシスへの誘導によ
って、癌細胞の増殖や転移を抑制する 40)。大腸癌においても、3BP が細胞株 SW480
と HT29 をアポトーシスへ誘導したと報告されている 41)。さらに、肝細胞癌患者の肝
臓に 3BP を直接投与することで腫瘍の縮小効果を認めた症例や 42)、遠隔転移をきた
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したメラノーマの患者に 3BP と GSH（glutathione：グルタチオン）を併用し、血中の
LDH 減少や、疼痛・浮腫等の症状緩和に効果を認めた症例も報告されている 43)。し
かしながらラットを用いた検討では、3BP は血清蛋白質に結合することが報告されて
おり 44)、全身投与では腫瘍組織に到達しにくいと考えられる。3BP は大腸癌治療にお
いて有望である可能性があるが、薬物輸送を含め、まだ検討すべき課題が多いのが現
状である。本研究結果から、HK2 は大腸癌の新規予後不良因子であり、治療成績向上
の為、HK2 陽性症例に対する治療戦略の再考の必要性が考えられた。抗癌剤の付加、
また 3BP を含めた HK2 標的治療等により大腸癌患者の予後改善が見込める可能性が
ある。 
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Ⅶ 結論 
 大腸癌手術検体における免疫組織化学では、HK2 陽性例が 51%に認められ、腫瘍径
が有意に大きく、深達度 pT3 以深症例、肝転移例、StageIII-IV 症例で有意に多かった。
また HK2 陽性例が無再発生存期間、全生存期間ともに独立した予後不良因子であっ
た。大腸癌細胞株 HCT8、HT29 では、HK2 発現が有意に乳酸産生を増加し、細胞増
殖能、細胞遊走能を促進していた。以上より HK2 が嫌気性解糖の亢進を介して、大
腸癌の増殖・浸潤を促進し、大腸癌患者の予後不良因子となっていると考えられ、HK2
は新規大腸癌予後予測マーカー、新規治療標的として有望である可能性が示唆された。 
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Ⅹ 図、および図の説明 
 
図 1 大腸癌手術検体における HK2 の免疫組織化学 
A： HK2 陽性例の弱拡大。癌細胞に HK2 の発現を広く認めた。一方正常上皮におい
てはわずかに認めるのみであった（*）。 
B： HK2 陽性例。癌細胞の細胞質に HK2 の発現を認めた。 
C： HK2 陽性例（上皮内癌）。上皮内癌においても HK2 の発現を認めた。一方腫瘍
に隣接する正常上皮では、ほぼ陰性であった（*）。 
D： HK2 陰性例。 
E： 大腸正常上皮。癌細胞と比較して弱い発現であった。 
F： ポジティブコントロール（左）、ネガティブコントロール（右）。 
いずれも倍率は 200 倍、bar = 100µm（弱拡大写真は倍率 40 倍） 
 
図 2 大腸癌手術検体における HK2 の免疫組織化学 
HK2 陽性例の弱拡大。HK2 の発現は癌組織内で表層から深部にかけて一様に観察さ
れた。bar = 500µm 
 
図 3 HK2 発現による生存率曲線（Kaplan-Meier 法） 
A： Stage 0-III 症例の無再発生存期間。 
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B： 全症例（Stage 0-IV）の全生存期間。 
C： pT3-pT4 症例の無再発生存期間。 
D： リンパ節転移陽性例の無再発生存期間。 
いずれも HK2 陽性例は実線で示し、陰性例は破線で示した。統計学的解析は log-rank
検定を用いた。P 値が 0.05 未満のものを有意とした。 
 
図 4  HK2 特異的 siRNA による発現抑制 
A： HK2 mRNA 発現量（qPCR）。大腸癌細胞株 HCT8、HT29 における siRNA 導入
3 日後の HK2 mRNA 発現量を示した（左：HCT8、右：HT29）（n = 3）（siCTRL：白
棒、siHK2：黒棒）。統計学的解析は Student の t 検定を用いて検討した。平均値± SD
（n = 3）、*；P < 0.05、***；P < 0.001。 
B： HK2 タンパク発現（ウエスタンブロッティング）。大腸癌細胞株 HCT8、HT29
における siRNA 導入 72 時間後の HK2 タンパク発現を示した（左：HCT8、右：HT29）。
GAPDH を内部標準として使用した。 
 
図 5 HK2 発現抑制下の乳酸測定試験 
HCT8、HT29 における siRNA 導入 72 時間後の培地内乳酸濃度（siCTRL：白棒、siHK2：
黒棒）。統計学的解析は Student の t 検定を用いて検討した。平均値± SD（n = 3）、***；
P < 0.001。 
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図 6 HK2 発現抑制下の細胞増殖試験 
A： HCT8 における細胞増殖曲線。siRNA 導入後 1 日目から 5 日目まで細胞数を測
定した（siCTRL：白点、siHK2：黒点）。統計学的解析は Student の t 検定を用いて検
討した。 
B： HT29 における細胞増殖曲線。siRNA 導入後 1 日目から 6 日目まで細胞数を測
定した（siCTRL：白点、siHK2：黒点）。統計学的解析は Student の t 検定を用いて検
討した。 
平均値± SD（n = 3）、**；P < 0.01、***；P < 0.001。 
 
図 7 HK2 発現抑制下の創傷治癒アッセイ 
A： HCT8 における創傷治癒アッセイ。Culture Insert を取り除いて 8 時間後、24 時
間後の遊走細胞数を測定した（siCTRL：白点、siHK2：黒点）。統計学的解析は Student
の t 検定を用いて検討した。 
B： HT29 における創傷治癒アッセイ。Culture Insert を取り除いて 8 時間後、24 時
間後、48 時間後の遊走細胞数を測定した（siCTRL：白点、siHK2：黒点）。統計学的解
析は Student の t 検定を用いて検討した。 
それぞれ右に各時点の典型的な顕微鏡像を示した。 
平均値± SD（n = 3）、*；P < 0.05、**；P < 0.01、***；P < 0.001、bar = 100µm。 
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表 1. 大腸癌手術検体195例の患者背景 
 
                                                                                               
項目                   
 
年齢† (歳)     64.5 ± 12.3         
 
性別 
 男性      117 
 女性      78          
 
腫瘍局在 
 結腸      89 
 直腸      106          
 
腫瘍径† (mm)     51.4 ± 24.4         
 
組織型 
 tub1 / tub2     27 / 134 
 por /muc      14 / 20         
 
深達度 
 pTis / pT1 / pT2    6 / 16 / 36 
 pT3 / pT4     122 / 15        
 
リンパ節転移 
 陰性      110 
 陽性      85          
 
肝転移 
 陰性      179 
 陽性      16          
 
TNM stage 
 0 / I / II      6 / 40 / 55 
 III / IV      67 / 27         
 
 
†; これらの値は平均値 ± SDで表した。その他の数値は全て症例数を示した。
表 2. 大腸癌手術検体195例におけるHK2発現と臨床病理学的因子の検討 
 
                                                                                               
          HK2        P値 
 
       陽性 (n = 100) 陰性 (n = 95)   
 
年齢† (歳)     64.5 ± 13.1  64.5 ± 11.5    0.97 
 
性別 
 男性      57    60 
 女性      43    35     0.38 
 
腫瘍局在 
 結腸      45    44 
 直腸      55    51     0.85 
 
腫瘍径† (mm)     56.1 ± 25.2  46.6 ± 22.8    0.017 
 
組織型 
 tub1 + tub2     78    83 
 por + muc      22    12     0.083 
 
深達度 
 pTis + pT1 + pT2   19    40 
 pT3 + pT4     81    55     < 0.001 
 
リンパ節転移 
 陰性      51    60 
 陽性      49    35     0.086 
 
肝転移 
 陰性      87    92 
 陽性      13    3     0.009 
 
TNM stage 
 0 + I + II     43    59 
 III + IV      57    36     0.007 
 
 
†; これらの値は平均値 ± SDで表した。その他の数値は全て症例数を示した。P値が0.05未満のも
のを有意として太字で示し、0.05以上0.10未満のものを境界域として斜字で示した。 
 表 3. Stage 0-III症例における無再発生存期間に関する単・多変量解析 
 
                                                                                               
         単変量解析        多変量解析 
 
因子        P値      P値  ハザード比 (95% CI) 
 
HK2発現 
 (陽性 vs 陰性)    < 0.001     0.004  2.5 (1.3 - 4.9)  
 
TNM stage 
 (III + IV vs 0 + I + II)   0.002     0.049  1.9 (1.0 – 3.7) 
 
リンパ節転移  
 (陽性 vs 陰性)    0.004     0.11  1.7 (0.9 -3 .3)  
 
腫瘍局在 
(直腸 vs 結腸)     0.042     0.034  2.0 (1.0 -4 .0) 
 
深達度   
 (pT3 - pT4 vs pTis - pT2)  0.048     0.25  1.5 (0.7 - 3.5) 
 
年齢† （歳） 
 (≥ 64 vs < 64)       0.19             
 
性別  
 (女性 vs 男性)      0.22              
 
組織型                
 (muc + por vs tub1 + tub2)   0.58        
 
腫瘍径† (mm)              
 (≥ 50 vs < 50)       0.82     
 
 
P値が0.05未満を有意とし、太字で示した。単変量解析で有意となった因子を全て用い、多変量解
析を行った。 
†; これらの因子は中央値によって2群に分けた。 
CI; confidence interval.
  
表 4. 全症例（Stage 0-IV）における全生存期間に関する単・多変量解析 
 
                                                                                               
         単変量解析        多変量解析 
 
因子         P値      P値  ハザード比 (95% CI) 
 
HK2 発現  
 (陽性 vs 陰性)    < 0.001     0.009  2.4 (1.2 - 5.3)  
 
肝転移  
 (陽性 vs 陰性)    < 0.001     0.037  2.8 (1.1 - 6.4)  
 
TNM stage 
 (III + IV vs 0 + I + II)   < 0.001     0.095  3.0 (0.8 – 11.4) 
 
リンパ節転移  
 (陽性 vs 陰性)     0.002     0.89  1.0 (0.3 - 3.2) 
 
深達度         0.011     0.50  1.3 (0.6 - 3.3) 
 (pT3 - pT4 vs pTis - pT2)  
 
組織型  
  (muc + por vs tub1 + tub2)   0.011     0.032  2.2 (1.1 - 4.2) 
 
腫瘍局在                
 (直腸 vs 結腸)     0.066   
 
性別  
 (女性 vs 男性)      0.14              
 
年齢† (歳) 
 (≥ 64 vs < 64)       0.50             
 
腫瘍径† (mm)               
 (≥ 50 vs < 50)      0.65 
 
 
P値が0.05未満を有意とし、太字で示した。単変量解析で有意となった因子を全て用い、多変量解
析を行った。0.05以上0.10未満のものを境界域として斜字で示した。 
†; これらの因子は中央値によって2群に分けた。  
CI; confidence interval. 
 
 
 
